/ 



PCT/FR98/02320 

TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION DTLECTION 

(regie 61-2 du PCT) 


Destinataire: 

Assistant Connnnissioner for Patents 
IJnitpH Statp<i Patpnt anrl TraHpmark 
Office 
Box PCT 

wasningion, u.k^.^kjzoi 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

en sa qualite d'office elu 


Date d'expedition (jour/mois/annee) 

20aout 1999 (20.08.99) 




Demande internationate no 
PCT/FR98/02320 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
CP/CA 59.197 


Date du depot international (jour/mois'annee) 
29 octobre 1998(29.10.98) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
30 octobre 1997 (30.10.97) 


Deposant 

GABERT, Jean 



1. L'office designe est avise de son election qui a ete faite: 



dans la demande d'examen preliminaire international presentee a I'administration chargee de I'examen preliminaire 
international le: 

15mai 1999(15.05.99) 



I I dans une declaration visant une election ulterreure deposee aupres du Bureau international le: 



2. L'electron 



a ete faite 



0 

I I n'a pas ete faite 



avant Texpiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 



Bureau international de rOMPI 


Fonctionnaire autorise 


34, chemin des Colombettes 


R. Forax 


1211 Geneve 20, Suisse 


no de telecopieur: (41-22) 740.14.35 


no de telephone: (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT1B 331 (juiliei 1992) 



2801944 



PCT 







Irec'D 2S 


JAN 2000 


[vvtpo 


PCT 



RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



R^f^rence du dossier du d^posant ou du 
mandataire 

CP/FE 59197-882 


voir la notification de transmission du rapport tfexamen 
POUR SUITE A DONNER prdliminaire international (fonnulaire PCT/IPEA/416) 


Demande Internationale n** 


Date du ddpot international (jour/mois/ann^) 


Date de priority (jour/mois/annde) 


PCT/FR98/02320 


29/10/1998 


30/10/1997 


Classification Internationale des brevets (CtB) ou ^ la fois classification nationals et GIB 
C12Q1/68 


D^posant 






GABERT, Jean 







1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, esttransmis au deposant conformement a I'article 36. 
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d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 
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Demande Internationale n* PCT/FR98/02320 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres {les feuilles de remplacement quiont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas Jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1 -27 version initiate 

3a re9ue(s) le 1 2/1 1/1 999 avec la lettre du 09/1 1/1 999 

Revendications, N*": 

1 -1 5 re9ue(s) le 1 2/1 1/1 999 avec la lettre du 09/1 1/1 999 

Desslns, feuilles: 

1/1 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n®^ : 

□ des desslns. feuilles : 

3. IS Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de invention tel qu'il a ete depose, comme il est indiqud ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

voir feuiile separee 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 
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V. Declaration motivee selon i'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 


Oui : 


Revendications 


1-12 




Non : 


Revendications 


13-15 


Activite inventive 


Oui : 


Revendications 


1-12 




Non : 


Revendications 


13-15 


Possibilite d'application industrielle 


Oui : 


Revendications 


1-15 




Non : 


Revendications 





2. Citations et explications 
voir feuille separee 



Vlil. Observations relatives a la demande Internationale 

Les obsen/ations suivantes sont faites au sujet de la clart^ des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent enti^rement sur la description : 

voir feuille separee 
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Section I: 

Le demandeur a supprime la caracteristique suivante dans la revendication 7: 
"marques", voir revendication 7. page 2. ligne 30 

Cette caracteristique est cependant presentee comme essentielle dans la 
divulgation de Tinvention eu egard au probleme technique que celle-ci se propose 
de resoudre. 

En effet, la revendication 8 version initiate, de meme que la description de la 
presente demande decrivent uniquement des produits de PGR marques lorsque 
ceux-ci sont utilises en combinaison avec une pluralite de sondes sur un support 
miniaturise. 

La suppression de cette caracteristique conduit done a etendre Tobjet de la 
demande au dela du contenu de la demande telle qu'elle a ete deposee, puisque 
de nouvelles combinaisons sondes-produits de PGR sont ainsi divulguees. Elle va 
par consequent a rencontre des dispositions de I'article 34(2) b) PGT. 

Le present rapport d'examen preliminaire international a ete redige en considerant 
que ladite caracteristique n'avait pas ete supprimee par le demandeur. 

Section V: 

1 . II est fait reference aux documents suivants: 

D1 Barr et al.. Am. J. Glin. Path.. 1995, 104. pp. 627-633 

D2 US 5 024 934 

D3 Akasaka et aL, Blood. 1996, 88. pp. 985-994 

D4 Peter M. et al.. Int. J. Gancer. 1996. 67, pp. 339-342 

D5 W096/13514 

D6 Ratech et al.. Am. J. Glin. Pathol.. 1993. 100. pp. 527-533 

D7 Kehrer-Sawatzki et al.. Human Genetics. 1997, 99, pp. 237-247 
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D8 Corral et al.. PNAS. 1993. 90. pp. 8538-8542 

2. Application industrielle: 

Le contenu des revendications 1-15 est susceptible d'application industrielle. 

3. Nouveaute: 

Le document D1 decrit une methode RT-PCR ou RT-PCR/hybridation qui permet 
de differencier des sous-types de translocations chromosomiques (TC) associees 
a certains types de sarcomes. Les cDNA des translocations PAX3-FKHR et 
PAX7-FKHR associees au "alveolar rhabdomyosarcoma" sont co-amplifies a 
Taide d'amorces communes selectionnees pour leur homologie avec PAX3/PAX7 
et optionnellement differenciees a Taide de sondes specifiques pour 
respectivement. PAX3. PAX7 et FKHR (cf. page 627. 2e colonne; page 628. table 
1; page 630, fig. 2; page 631. fig. 4). Un autre type de translocations, mis en 
evidence selon la meme strategie. est egalement etudie dans D1; il s'agit des 
translocations EWS-FLI1 et EWS-ERG qui sont associees au sarcome d'Ewing. 
Les essais developpes permettent de differencier les types de tumeurs entre eux 
(cf. page 630, fig. 2; page 631. fig. 4). 

D2-D4 decrivent des methodes similaires impliquant I'emploi d'amorces 
specifiques: 

D2 decrit une methode par PGR permettant la detection de TC impliquant les 
chromosomes 14 et 18 et associes a certains cancers leucocytaires (cf, D2, 
colonne 2). Les amorces sont specifiques respectivement du chromosome 14 et 
18, au voisinage du point de rupture. La presence de sequences amplifiees est 
revele par I'ajout de sondes specifiques (cf. revendications 1 et 2). 

D3 decrit une methode pour la detection de TC de leucemies. utilisant une 
enzyme PCR permettant de produire des fragments de grandes longueurs a partir 
d' ADN genomique, detectes a Taide de sondes specifiques (cf. D3. resume; table 
1, page 987; fig. 2. page 988). 
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D4 s'interesse aux TC EWS/ERG associees aux tumeurs d'Ewing et plus 
particulierement. a une forme particuliere tronquee des dites TC. Les TC sont 
amplifiees par PCR a partir de cDNA ou DNA genomique, ceci a Taide de 
differentes amorces specifiques pour differentes parties des genes fusionnes (cf. 
D4. page 339, resume et materiels et methodes; page 340. table 1 et fig. 2; page 
341. discussion). 

Le contenu de la revendication 1 semble done nouveau. car D1-D4 decrivent des 
methodes de detection de remaniements genetiques par PCR effectuees avec 
des amorces specifiques pour les deux partenaires du remaniement. La 
caracteristique technique ''amorce aleatoire" differencie done la revendication 1 de 
la presente demande par rapport a D1-D4 (Art. 33(2) PCT). Les revendications 2- 
10 et les applications des revendications 11 et 12 sont done nouvelles. Ces 
documents ne decrivent pas de trousses de diagnostic et les revendications 13-15 
sont done nouvelles par rapport a D1-D4 (Art. 33(2) PCT). 

D5 a pour objet I'etude du gene TCL-1 en association avec tufneurs de la lignee 
myeloTde. La presence d' anormalites chromosomiques au niveau du locus TCL-1 
et la surexpression de la proteine TCL-1 sont associes a certains cancers 
leueemiques (cf. D5, page 2. lignes 13-35). D5 fournit done des methodes 
permettant de detector ces differents phenomenes, a Taide d'anticorps. de sondes 
ou de methodes d'amplification par PCR (cf. D5, page 9. lignes 6-17). 
^amplification PCR (genomique ou cDNA) est effeetuee a Taide de primers de 8- 
25 nucleotides pouvant etre specifiques ou degeneres (cf. page 13, lignes 6-37; 
page 17. lignes 34-37; page 62-suiv., section 7.2.2) et la region amplifiee peut 
etre revelee selon des techniques standards d'hybridation (cf. page 15, lignes 1-7; 
page 30, ligne 28-page 31. lignes 9). D5 decrit egalement des applications (cf. 
page 33-suiv.. section 5.8.1) sous forme de kits diagnostiques, pouvant comporter 
des sondes marquees et/ou immobilisees (cf. page 39-page 40, ligne 11; 
revendications 44-45). L'argument presente par le demandeur selon lequel D5 
utilise des amorces non-aleatoires mais degenerees est aceepte. Les 
revendications 1-12 sont done nouvelles par rapport a D5 (Art. 33(2) PCT). 
Le document D5 (cf. D5, page 38, line 18-page 40. line 11; page 43. line 32-page 
44) expose par centre toutes les earacteristiques des revendications 13-15 de la 
presente demande qui ne sont done pas nouvelles comme requis par Tarticle 
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33(2) PCT et Directives III-4.8 PCT. 

Le document D6 decrit une methode de PGR ancree permettant la detection large 
de diverses TC associees au neoplasies de cellules B (cf. page 527, 2e colonne; 
page 528, fig. 1; page 529, table 1; page 530, lere colonne, results)), Les 
sequences amplifiees par RT-PCR sont effectivement detectees par clonage et 
sequencage, comnne indique par le demandeur (cf. page 528, fig. 1). D6 suggere 
egalement Temploi de kits (cf. page 532. 2e colonne, 5e paragraphe). Le 
demandeur a commente ce document dans son courier du 9.1 1.1999 en indiquant 
que: "Toutefois, les amorces decrites sont specifiques des IgH, alors que les 
amorces utilisees dans invention sont aleatoires et ne presentent done aucune 
specificite". Cette derniere analyse de D6 est partagee, car D6 decrit I'emploi 
d'une sequence specifique pour IgH en combinaison avec un sequence "adapter" 
pour polyA cDNA (cf. D6, page 528, Fig. 1 et page 529, table 1) qui permet 
I'amplification d'un large spectre de TC associees au neoplasies de cellules B 
matures. Cette technique ne comporte done apparemment pas (i) d' amorces 
aleatoires et ne comprend pas (ii) une etape de revelation applique au produit de 
PCR qui est realisee a I'aide de marcueurs specifiques des remaniements. 
Le document D6 n' anticipe done pas le contenu de la revendication 1, des 
revendications dependantes 2-10 et des applications objet des revendications 1 1 
et 12. Par centre. D6 devoile toutes les caracteristiques du kit de la revendication 
13 qui n'est done pas nouvelle (Art. 33(2) PCT et Directives III-4.8 PCT). Les 
caracteristiques supplementaires des revendications 14 et 15 ne sont pas decrites 
dans D6 et ces revendications sont done nouvelles par rapport a D6. 

D7 a pour but la determination de la sequence assoeiee a la TC t(17:22). Cette 
translocation est presente chez les patients atteints de neurofibromatose de type 
1 (cf. D7, resume). Une PCR semi-specifique de TADN genomique est employee 
dans ce but (cf, page 239, "polymerase chain reaction analysis" et table 1); cette 
PCR est basee sur Temploi d'ADN genomique polyA et de primers polyT 
correspondants qui sont utilises pour pre-amplifier la region d'interet. Les produits 
PCR sont ensuite clones, sequences et compares (cf. page 241. fig. 3). Pour les 
memes raisons que D6 en combinaison avec la revendication 1. D7 ne porte done 
pas prejudice a la nouveaute de la revendication 1 et des revendications 2-12. De 
plus, ce document ne decrit pas de trousses de diagnostic et les revendications 
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13-15 sont done nouvelles par rapport a D7 (Art. 33(2) PCX). 

D8 decrit une methode de PGR ancree pemnettant la detection large de diverses 
TC du gene MLL associees aux leucemies, Ce document decrit Temploi d'une 
PGR ancree basee sur Temploi de primers connus (cf. page 8539, 1ere colonne); 
les produits d'amplification sont detectes par sequencage (cf. page 8541 . "The 
AFX1 gene encodes..."). Pour les memes raisons que D6 et D7, les 
revendications 1-12 de la presente demande sont done nouvelles par rapport a 
D8 (Art. 33(2) PGT). De plus, ce document ne decrit pas de trousses de 
diagnostic et les revendications 13-15 sont done nouvelles par rapport a D8 (Art. 
33(2) PGT). 

4. Activite inventive: 

Le document D8 (cf. analyse ci-dessus et description de la presente demande, 
page 10, lignes 26-27), qui est considere comme I'etat de la technique le plus 
proche. decrit une methode permettant d'identifier de fagon large des TG dont 
differe celle qui fait I'objet de la revendication 1 en ce que (i) une amorce aleatoire 
est utilisee dans la PGR asymetrique et en ce que (ii) la detection est appliquee 
au produit PGR et effectuee a Taide de marqueurs specifiques des remaniements 
geniques. 

Le probleme resolu par la revendication 1 par rapport a D8 (sequengage) peut 
done etre considere comme la mise au point d'une methode plus pratique 
permettant la detection d'un grand nombre de TC. 

La solution consiste en I'utilisation combinee de I'amorce aleatoire et de I'etape de 
detection appliquee au produit PGR et effectuee a Taide de marqueurs 
specifiques des remaniements geniques. Gette solution n'est pas suggeree dans 
I'art anterieur et est done inventive comme requis par Tarticle 33(3) PGT. 
II s'ensuit que les revendications 2-12 sont egalement inventives (pour la 
revendication 8, voir egalement Section VIII, point 1.). 

5. Get examen est fonde sur I'hypothese que toutes les revendications jouissent d'un 
droit de priorite datant du depot du document de priorite. S'il s'averait quil n'en 
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etait pas ainsi, le document P (Gabert et al.. Blood. 90. 1997. page 500a) cite 
dans le rapport de recherche Internationale pourrait devenir pertinent. 

Section VIII 

1. Suite aux objections soulevees dans V Opinion Ecrite, le demandeur a modifie la 
revendication 1 afin de clarifier sur quel materiel Tamorce aleatoire est utilisee. 
soit sur r ADN et I 'ADNc. Cette clarification introduit une contradiction avec la 
revendication 8 qui indique que Tamorce aleatoire utilisee dans "une PGR ancree" 
est complementaire a une portion de la cassette utilise pour produire TADNc (Art. 
6 PGT). II n*est pas claire comment une amorce aleatoire peut dans le meme 
temps etre complementaire d'une sequence connue. De meme, et comme deja 
indique dans I'Opinion Ecrite, les etapes composant la revendication 8 ne sont 
toujours pas claires. car le lien unissant ces etapes a celles de la revendication 1 
(Directives III-4.1 et 4.4 PGT) n'est pas clairement etabli (Art. 6 PGT), 

2. Gertaines caracteristiques enoncees dans la revendication de trousse de 
diagnostic 13 servent plus a expliciter le mode d'utilisation du dispositif qu'a definir 
clairement le dispositif en termes de caracteristiques techniques. Les limitations 
que Ton entend signifier par ces caracteristiques ne ressortent done pas 
clairement de cette revendication. contrairement a ce qui est exige a Tarticle 6 
PGT. 

3. Les termes " tel/telles cue" et "en outre" , utilises dans les revendications 13 et 15 
sont vagues et equivoques, et laissent un doute quant a la signification des 
caracteristiques techniques auxquelles ils se referent. L'objet desdites 
revendications n'est done pas clairement defini (article 6 PGT et directives III-4.6 
PGT). 

4. La caracteristique de la revendication 2. selon laquelle Tm est de Tordre de 75-85 
°G, n'est pas mentionnee dans la description. La revendication 2 ne se fonde 
done pas sur la description, comme I'exige Particle 6 PGT. 
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Dans WO 96/13514, on decrit la caracterisation et 1 ' isolement 
du gene TCL-1 associe S des anomalies. 

Ce docviment vise a caracteriser tous les genes de la meme 
famine TCL-1 et utilise a cet effet une technique PCR avec 
5 mise en oeuvre d' amorces degenerees . 

Dans J.Clin, Pathol, 1993, 100, p 527-533, Ratech et al 
rapportent 1 • interet d'vme PCR ancree pour detecter un large 
spectre de neoplasies de cellules B matures. Les amorces 
decrites sont specifigues des IgH et ne sont done pas 
10 totalement aleatoires. De plus, les produits de PCR obtenus 
sont clones et sequences, ce qui correspond a des techniques 
de caracteristion lourdes a mettre en oeuvre. 

Dans Human genetics, 1997, 99, p 237-247, Kehrer - 
Sawatzki et al analysent des regions de cassure dans la gene 
15 NFl implique dans la neurof ibromatose de type 1 . 

La technique PCR dite semi - spec ifique mise en oeuvre est 
realisee de maniere a identifier le fragment de jonction dans 
la region de cassure, sa sequence etant ensuite analysee . Cet 
article n'enseigne done pas d ' amplification asymetrique pour 
20 amplifier 1 ' ensemble des genes de fusion et de revelation des 
seuls genes impliques dans le remaniement . 

Dans PNAS, 1993, 90, p 8538-8542, Corral et al etudient 
la cassure dans MLL de differentes translocations et de 
deletions de llq, avec clonage de certains partenaires du ggne 
25 MLL aux fins d • identification, ce qui correspond a une 
technique utilisable en recherche, mais lourde a appliquer en 
operation de routine. 



1 



REVENDICATIONS 



1/ Methode de diagnostic in vitro de pathologies 
associees a des remaniements geniques, dans laquelle on soumet 
I'ADN ou I'ADNc d'un patient a une etape de PGR ancree, 
caracterisee en ce qu'elle comprend, en association, 

- une ou plusieurs Stapes de PGR asymetrique, realisSes 
de maniere non specif ique des remaniements geniques, en 
utilisant un seul couple d' amorces formg par une amorce 
spScifique de la sequence nucleotidique correspondant au gene 
susceptible d'etre implique dans un gene de fusion et par \me 
amorce aleatoire, et 

- une gtape de revelation appliquee au produit de la PGR, 
realisee a 1 ' aide de marqueurs specif iques des remaniements 
ggniques, afin de ne reveler que les genes impliques dans vm 
remaniement, et ce dans leur totalite. 

2/ Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce 
que les amorces utilisees dans 1' etape d • amplification 



com' 



portent 25 a 40 nucleotides et Tm est de 75 a 85°C. 



3/ Methode selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en 
ce que les produits PGR sont marques en vue de 1' etape de 
revelation et denatures, puis mis en contact avec des sondes 
specifiques des sequences nucl§otidiques des partenaires de 
fusion . 

4/ Methode selon la revendication 3, caracterisee en ce 
que les sondes sont fixees sur un support de maniere 
covalente . 



FEUILLE MODIFIEE 




5/ Methode selon I'vme des revendications 1 ou 2, 
caracterisee en ce que les produits de PGR sont denatures et 
mis en contact avec des sondes marquees en solution. 

5 6/ Methode selon I'une quelconque des revendications 1 a 

5, caracterisee en ce que pour I'obtention de I'ADNc on 
utilise comme amorces des sequences comprenant \ine cassette de 
4 0 a 6 0 nucleotides et a I'une des extremites de 10 a 2 0 
motifs T ou une repetition d'un motif nucleotidique au hasard, 

10 avec un Tm de 80 a 900C. 



15 



20 



25 



30 



a 



7/ Methode selon I'une quelconque des revendications 1 a 
6, caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

- on soumet I'ADN genomique, ou I'AEIN, extraits des 
cellules de 1 ' echantillon a etudier, a 1' action d'un compose 
capable d'inciser ou de bloquer specif iquement I'ADN ou I'ARN 
du gene dont on etudie la fusion, 

- on effectue la ou les etapes de PGR et on fait reagir 
les produits obtenus avec d'une part deux sondes specif iques 
du gene a etudier, une en amont de la region des points de 
cassure et une en aval, d' autre part des sondes elaborees 
partir des genes partenaires connus, 

une detection positive avec la sonde d' amont et negative avec 
la sonde d ' aval dans le premier cas permettant de conclure au 
rearrangement du gene considere, et une conclusion negative 
dans le deuxieme cas, a 1 • absence de detection d'un produit de 
fusion connu, ou qu ' en variante, 

- on fait reagir les produits de PGR avec une pluralite 
de sondes sur un support miniaturise, 1 ' hybridation specif ique 
sonde -produits de PGR, mettant en evidence le partenaire du 
gene de fusion. 
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8/ Methode selon I'une quelconque des revendications 1 ^ 
7, caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la detection de 
translocations impliquant le gene MLL et comprend, 

- la synthese par RT d'un pool d'ADNc a partir de I'Atm 
5 extrait de 1 ■ echantillon a 4tudier, ^ 1 ' aide d' amorces 

comportant une cassette de 30 a 35 nucleotides completSe par 
une sequence de 6 ou 9 motifs nucleotidiques au hasard, 

- la realisation d'une PGR ancree avec, avec comme amorce 
sens specif ique, une amorce situee sur 1 ' exon 5 de MLL, suivie 

10 le cas echeant, 

- d'un deuxieme tour d ' amplification, avec utilisation 
d'une amorce sens interne par rapport a la premiere, 1 • amorce 
aleatoire etant a chaque tour la meme et complementaire de la 
cassette d ' oligonucleotides utilisee dans I'etape de RT. 

15 

9/ Methode selon la revendication 8, caracterisee en ce 
que la revelation des transcrits de fusion eventuellement 
presents comprend la mise en contact 

- d'une sonde specif ique des partenaires de fusion connus 
20 de MLL avec les produits de PGR denatures, marques par de la 

digoxygenine lors de 1 • amplification, dans des conditions 
permettant une hybridation lorsqu'il existe une 
complementarite de bases, 

- des produits resultants avec des anticorps anti- 
25 digoxygenine, ces anticorps etant couples a une enzyme, 

capable de reagir avec son siibstrat en liberant un produit 
colore detectable dans le cas ou les anticorps sont fixes aux 
produits de PGR, puis 

- du melange react ionnel sondes /produits de PGR avec le 

30 substrat de 1' enzyme, 

le produit eventuellement forme etant alors detecte . 
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10/ Methods selon la revendication 8 ou 9, caractSrisee 
en ce que pour detecter de nouvelles associations MLL-gene 
partenaire, on soumet les ARN totaiix extraits du patient a 
1' action de ribozymes specif iques du gene MLL avant de 

5 proceder a la RT-PCR, puis on fait reagir les produits 
d' amplification d'une part avec une sonde correspondant a une 
sequence de 1 • exon 5 de MLL, en 3 • de 1 ' amorce utilisee, puis 
avec une deuxieme sonde toujours specif ique du gene MLL, 
situee entre les points de cassure et le site d' action des 

10 ribozymes, et enfin avec des sondes de partenaires connus . 

11/ Application de la methode selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 10, au diagnostic de leucemies . 

15 12/ Application de la methode selon I'une quelconque des 

revendications 1 a 10, au diagnostic de tiomeurs solides, 
telles que les tumeurs d'Ewing. 

13/ Trousses de diagnostic pour la mise en oeuvre de la 
20 methode selon I'une quelconque des revendications 1 a 10, 
caracterisees en ce qu'elles comportent les reactifs 
necessaires pour la realisation de la PGR et du test de 
revelation, et le cas echeant de la transcription inverse 
et/ou de la reaction avec des agents capables d'inciser ou de 
25 bloquer le gene tels les PNA ou les ribozymes, ces trousses 
comportant en outre les amorces pour ces differentes reactions 
et les solvants ou tampons appropries pour leur realisation. 

14/ Trousses selon la revendication 13, caracterisees en 
30 ce qu'elles comprennent comme agents capables d'inciser ou de 
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bloquer le gene des acides nucleiques polypeptidiques ou des 
ribozymes . 

15/ Trousses selon la revendication 13 ou 14, 
5 caracterisees en ce qu'elles comportent des sondes 
oligonucleotidiques pour realiser les hybridations mises en 
oeuvre lors de I'etape de revelation, ces sondes etant fixees 
sur un support tel qu'une plaque a multipuits, et sont telles 
qu*obtenues par couplage d*un react if qu'elles comportent a 
10 I'une de leurs extremites avec un reactif de la plaque, ou 
qu»en variante les sondes oligonucleotidiques sont fixees sur 
un support miniaturise ou, selon encore une autre variante, 
les sondes internes sont fixees sur des bandelettes . 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FR98/02320 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been Jumished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "origirtalfy filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 



I I the international application as originally filed. 

the description, pages ^-27 

pages 

pages 

pages 



3a 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



09 November 1 999 (09. 11.1 999) 



the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



-15 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



09 November 1999 (09.1 1.1999) 



the drawings. 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/1 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

the claims, Nos. 



□ 

the drawings, sheets/fig 



3 SF This report has been established as if (some oO the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 



See t:he Supplemen'bal Box. 
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I. Basis of the report 

1. This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been Jumished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are re/erred to in this report as ' 'originally filed" and are not annexed to tlie report since tltey do not contain amendments.) : 

1.3 

The Applicant has deleted the following feature from 
claim 7 : 

''marked" (see claim 1 , page 2, line 30) . 

However, this feature is described as being essential in 
the disclosure of the invention, in view of the technical 
problem the invention is intended to solve. 

Indeed, the original version of claim 8 as well as the 
description of the present application only describe 
marked PGR products when these products are used in 
combination with a plurality of probes on a miniature 
carrier . 

Therefore, deleting said feature causes the subject 
matter of the application to be extended beyond the 
content of the application as filed, since new 
combinations of probes and PGR products are thus 
disclosed. It follows that it fails to comply with the 
provision of PGT Article 34(2) (b) . 

The present international preliminary examination report 
has been drawn up as if said feature has not been deleted 
by the Applicant. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicabilit>'; 
citations and explanations supporting such statement 



I . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicabilit>' (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-12 



13-15 



1-12 



13-15 



1-15 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1. The following documents are referred to herein: 

Dl: Barr et al., J. Clin. Path., 1995, 104, pp. 627- 
633 

D2: US 5 024 934 

D3: Akasaka et al . , Blood, 1996, 88, pp. 985-994 
■D4 : Peter M. et al.. Int. J. Cancer, 1996, 67, pp. 
339-342 

D5: Wb 96/13514 

D6:* Ratech et al.. Am. J. Clin. Pathol., 1993, 100, 
pp. 527-533 

D7 : Kehrer-Sawat zki et al.. Human Genetics, 1997, 
99, pp. 237-247 

D8: Corral et al., PNAS, 1993, 90, pp. 8538-8542 

2. Industrial applicability: 

The content of claims 1-15 is industrially 
applicable . 

3. Novelty: 

Document Dl describes an RT-PCR or RT- 
PCR/hybridisat ion method enabling differentiation of 
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subtypes of chromosomal translocations (CTs) 
associated with certain types of sarcoma. The cDNAs 
of translocations PAX3-FKHR and PAX7-FKHR associated 
with "alveolar rhabdomyosarcoma" are co-amplified 
using common primers selected for their homology 
with PAX3/PAX7 and optionally differentiated by 
means of probes specific to PAX3, PAX7 and FKHR, 
respectively (cf. page 627, second column; page 628, 
table 1; page 630, figure 2; page 631, figure 4), 
Another type of translocation revealed by the same 
strategy and also studied in Dl is translocations 
EWS-FLIl and EWS-ERG, which are associated with 
Ewing' s sarcoma. The tests developed enable the 
types of tumour to be mutually differentiated (cf. 
page 630, figure 2; page 631, figure 4). 

D2-D4 describe similar methods involving the use of 
specific primers: 



D2 describes a PGR method enabling the detection of 
CTs involving chromosomes 14 and 18 and associated 
with certain leukocyte cancers (cf. D2 , column 2). 
The primers are specific to chromosomes 14 and 18, 
respectively, adjacent to the breaking point. The 
presence of amplified sequences is revealed by the 
addition of. specific probes (cf. claims 1 and 2). 



D3 describes a method for detecting leukaemia CTs 
using a PGR enzyme to produce long fragments from 
genomic DNA, detected by means of specific probes 
(cf. D3, abstract; table 1, page 987; figure 2, page 
988) . 

D4 relates to EWS/ERG CTs associated with Ewing 
tumours and, specifically, a special truncated form 
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of said CTs. The CTs are amplified by PGR from cDNA 
or genomic DNA, using various primers specific to 
various parts of the fused genes (cf. , page 339, 
abstract and materials and methods; page 340, table 
1 and figure 2; page 341, discussion). 



Therefore, the content of claim 1 appears to be 
novel, since D1-D4 describe methods for detecting 
genetic PGR rearrangements carried out with primers 
specific to both of the rearrangement partners. It 
follows that the technical feature "random primer" 
differentiates claim 1 of the present application 
from D1-D4 (PGT Article 33(2)). Glaims 2-10 and the 
uses of claims 11 and 12 are thus novel. Since said 
documents do not describe diagnostic kits, claims 
13-15 are novel over D1-D4 (PGT Article 33(2)). 



D5 relates to the study of gene TGL-1 in association 
with myeloid lineage tumours. The presence of 
chromosomal abnormalities at the TCL-1 locus and the 
overexpression of the TGL-1 protein are associated 
with certain leukaemic cancers (cf. D5, page 2, 
lines 13-35) . Therefore, D5 provides methods for 
detecting such phenomena using antibodies, probes or 
PGR amplification methods (cf. D5, page 9, lines 6- 
17). (Genomic or cDNA) PGR amplification is carried 
out using primers that have 8-25 nucleotides and may 
be specific or degenerate (cf. page 13, lines 6-37; 
page 17, lines 34-37; page 62 onwards, section 
7.2.2) and the amplified region may be revealed by 
standard hybridisation techniques (cf. page 15, 
lines 1-7; page 30, line 28 to page 31, line 9). D5 
also describes uses (cf. page 33 onwards, section 
5.8.1) as diagnostic kits optionally comprising 
marked and/or immobilised probes (cf., page 39 to 
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page 40, line 11; claims 44 and 45). The Applicant's 
argument to the effect that D5 uses primers that are 
non-random but degenerate is accepted. Therefore, 
claims 1-12 are novel over D5 (PCT Article 33(2)). 
However, document D5 (cf. D5, page 38, line 18 to 
page 40, line 11; page 43, line 32 to page 44) 
discloses all of the features of claims 13-15 of the 
present application, which thus lack the novelty 
required by PCT Article 33(2) and the PCT 
Guidelines, III, 4.8. 

Document D6 describes an anchored PCR method 
enabling the broad detection of various CTs 
associated with B cell neoplasias (cf. page 527, 
second column; page 528, figure 1; page 529, table 
1; page 530, first - column, results). The sequences 
amplified by RT-PCR are indeed detected by cloning 
and sequencing, as indicated by the Applicant (cf. 
page 528, figure 1) . D6 also suggests the use of 
kits (cf. page 532, second column, fifth paragraph). 
This document is discussed in the Applicant's letter 
of 9.11.1999, in which it is indicated that 
''However, the primers described are specific to IgH, 
whereas the primers used in the invention are random 
and thus do not have any specificity" . This analysis 
of D6 is correct, since D6 describes the use of a 
sequence specific to IgH in combination with an 
"adapter" sequence for polyA cDNA (cf. D6, page 528, 
figure 1 and page 529, table 1) enabling the 
amplification of a broad spectrum of CTs associated 
with mature B cell neoplasias. Therefore, this 
technique does not appear to comprise (i) random 
primers and does not include (ii) a step of 
revealing the PCR product carried out by means of 
markers specific to the rearrangements. It follows 
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that document D6 does not anticipate the content of 
claim 1, dependent claims 2-10 and the uses forming 
the subject matter of claims 11 and 12. However, D5 
discloses all of the features of the kit of claim 
13, which thus lacks novelty (PCT Article 33(2) and 
the PCT Guidelines, III, 4.8). The additional 
features in claims 14 and 15 are not described in 
D6, meaning that said claims are also novel over D5. 



D7 relates to the determination of the sequence 
associated with CT t(17:22). This translocation is 
present in patients with type 1 neurofibromatosis 
(cf. D7 , abstract). A PGR semi-specific to genomic 
DNA is used for this purpose (cf. page 239, 
"polymerase chain reaction analysis" and table 1). 
This PGR is based on the use of polyA genomic DNA 
and corresponding polyT primers that are used to 
pre-amplify the region of interest. The PGR products 
are then cloned, sequenced and compared (cf . page 
241, figure 3). Therefore, for the same reasons as 
with D6 in combination with claim 1, D7 does not 
deprive claim 1 and claims 2-12 of novelty. 
Furthermore, D7 does not describe diagnostic kits 
and claims 13-15 are thus novel over D7 (PCT Article 
33 (2) ) . 



D8 describes an anchored PGR method enabling the 
broad detection of various MLL gene CTs associated 
with leukaemias. This document describes the use of 
anchored PGR based on the use of known primers (cf. 
page 8539, first column) . The amplification products 
are detected by sequencing (cf. page 8541, "The AFXl 
gene encodes ../'). Therefore, for the same reasons as 
with D6 and D7 , claims 1-12 of the present 
application are novel over D8 (PCT Article 33(2)). 
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Furthermore, D8 does not describe diagnostic kits 
and claims 13-15 are thus novel over D8 (PCT Article 
33(2) ) . 

4. Inventive step: 

Document D8 (cf. the above discussion and page 10, 
lines 26-27 of the description of the present 
application) , which is considered to be the closest 
prior art, describes a method enabling the broad 
identification of CTs, from which the method forming 
the subject matter of claim 1 differs in that (i) a 
random primer is used in the asymmetrical PGR, and 
in that (ii) detection is applied to the PGR product 
and carried out by means of markers specific to the 
gene rearrangements . 

The problem solved by claim 1 relative to D8 
(sequencing) may thus be considered to be that of 
developing a more practical method for detecting a 
large number of GTs . 

The solution comprises the combined use of the 
random primer and the detection step applied to the 
PGR product and carried out by means of markers 
specific to the gene rearrangements. This solution 
is not suggested in the prior art and is, therefore, 
inventive (PCT Article 33(3)). It follows that 
claims 2-12 are also inventive (regarding claim 8, 
see also Box VIII, point 1). 

5. The present examination is based on the assumption 
that all of the claims enjoy a right of priority as 
of the filing date of the priority document. Should 
this later prove not to be the case, the P document 
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(Gabert et al.. Blood, 1997, page 500a) cited in the 
international search report might become relevant. 
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Vlll. Certain observations on the international application 

The following obsen'alions on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. In response to the objections raised in the Written 
Opinion, the Applicant has amended claim 1 in an 
attempt to clarify the material on which the random 
primer is used, i.e. either DNA or cDNA. This 
clarification renders claim 1 inconsistent with 
claim 8, which indicates that the random primer used 
in ''an anchored PGR" is complementary to a portion 
of the cassette used to produce the cDNA (PCT 
Article 5) . It is not clear how a random primer can 
at the same time be complementary to a known 
sequence. Similarly, as already indicated in the 
Written Opinion, the steps of claim 8 are still 
unclear, since the relationship between these steps 
and those of claim 1 (PCT Guidelines, III, 4.1 and 
4.4) has not been clearly established (PCT Article 

6) . 

2. Some of the features in diagnostic kit claim 13 
serve more to explain the way in which the device is 
used than to define the device clearly in terms of 
technical features. Therefore, contrary to the 
requirements of PCT Article 6, the restrictions 
intended by these features are not clear from said 
claim. 

3. The expressions ''such as" and ^'moreover" used in 
claims 13 and 15 are vague and equivocal and thus 
cast doubt on the meaning of the technical features 
to which they refer. Therefore, the subject matter 
of said claims has not been clearly defined (PCT 
Article 6 and the PCT Guidelines, III, 4.6). 
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4. The feature of claim 2 according to which Tm is of 

around 75-85 °C is not mentioned in the description. 

Therefore, claim 2 is not supported by the 
description ( PCT Article 6) . 
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The problems inherent in botn types of 
approaches explain why PGR eunplif ication has won such a 
widespread recognition. 

In fact, this technique allow^ one to detect a 
5 rearrangement with a particular partner. However, in its 
current status, it can only detect/ the most frequent 
rearrangements and is not applicable to the whole 
partners because a very complex^ test would then be 
required and would use far too /much material from the 

10 patient . 

A multiplex PGR technique was recently proposed 
to identify 4 to 6 partners, /and even more. But this is 
still a sophisticated technique, becoming increasingly 
difficult as the nximber of /partners to be tested grows, 

15 and in addition, it requires a very expensive equipment 
(automatic sequencer with several fluorescent markers) , 
so its use is restricted/to a few expert laboratories 

The solution /contributed by the invention is 
based on the production of an anchored PGR, that is with 

20 a single pair of primers, to indiscriminately amplify all 
types of fusion genes implicating the target gene and to 
specifically detect the fusion genes only. The whole body 
of fusion genes cary be amplified and detected through a 
simple and fast protocol . 

25 The purpose of the invention is thus to provide 

an in vitro diagnostic method of pathologies associated 
with gene rearrangements, to detect such rearrangements 
and applicable onf virtually all patients. 
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CLAIMS 



1/ In vitro diagnostic method tot pathologies 
associated with gene rearrangement, characterized in that 



5 a patient's DNA is subjected to at least one step of 

/ 

anchored PGR, by performing at least one step of 
asymmetrical amplification, by means yof a single pair of 
primers consisting in one DNA-specifric primer of the gene 

liable to be involved in a fusion gene and one random 

/ 

iO primer, and in that such gene ^ only detected to the 
extent that its is involved in the said fusion, the whole 
present fusion partners being then revealed. 

2/ A method according to claim 1, characterized 
in that the primers used An the amplification step 
15 include about 25 to 40 nucKeotides, and particularly 30 
to 35 nucleotides and /Tm of about 75 to 85°C, 
particularly close to 80' 

3/ A method /according to claim 1 or 2, 
characterized in that nucleotide sequence -specific probes 
20 of known partners are put into contact with denatured PGR 
products, marked for detection in conditions consistent 
with a PGR producta^-probes specific interaction where 
base complimentaritw exists . 

4/ A method according to claim 3, characterized 
25 in that detection is obtained either by PGR product 
. marking with probes covalently secured on a support, or 
by probes marking/ in solution. 

5/ A method according to any one of Glaims 1 to 
4, characterized in that the DNA subjected to 
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amplification is the cDNA as obtained by reverse 

/ 

transcription (RT) of the RNA extracted from the sample, 
or the total genome' DNA extracted f rom ^he sample under 
assessment . 

5 6/ A method according to claim 5, characterized 

/ 

in that it includes a reverse transcription step before 
the amplification step. j 

7/ A method according to claim 6, characterized 

/ 

in that the primers used for reverse transcription are 
10 sequences including a cassett^^ of about 4 0 to 6 0 

nucleotides and 10 to 20 T patterns on one end or a 

/ 

random repeat of nucleotide pattern, or alternatively, 
multiple PCRs are used with different genes, marked with 
different markers from one another. 

15 8/ A method according to any one of the Claxms 

/ 

1 to 7, characterized m that the genome DNA, or RNA, 
extracted from the sample Zcells under investigation, are 
subjected to the action of a compound with the capability 
of cleaving or inhibiting specifically the DNA or RNA of 



the gene , the fusion of^which is under investigation and, 
after the PGR or RT-|PCR step, with probes optionally 
including cloning sites, the products so obtained are 



allowed to react first with two specific probes of the 
gene under investigation and, more precisely, upstream 
25 and downstream of the region liable to be concerned by 



the break point, >and next, using probes prepared from 
known partner genes, where a positive detection on the 
upstream probe and a negative detection on downstream 
probe in the first case, evidencing a rearrangement of 
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the relevant gene, and a negative detection in the 
second case evidencing that no knovm fusion/ product was 
detected or, alternatively, a plurality of probes are 
secured on a miniaturized support the probe/marked PGR 
products, specific hybridization highlighting the partner 
of the fusion gene . / 

9/ A method according to anw one of the Claims 
1 to 8, characterized in that it As applied to the 
detection of translocations involving the MLL gene, and 
includes RT synthesis of a cDNA pool from the RNA 



extracted from the sample unde^^ investigation, using 
primers which include.,, a cassette of about 3 0 to 35 



nucleotides complemented by a se^ence of 6 or 9 random 

nucleotide patterns, and in t^at an anchored PGR is 

/ 

completed using a primer located on the MLL ' exon 5 as 

specific sense primer, and on/ a second cycle, using an 

internal sens primer with respect to the first one, where 

/ 

the random primer is the^ same on each cycle and 
complements the oligonucledCide cassette used in the RT 
step. / 

10/ A. method according to claim 9, 
characterized in that/ the detection of fusion 

transcripts, if any, includes putting : 

I 

a specific probes of known MLL fusion 
partners, into contact |with denatured PGR products marked 
by digoxygenine durinOT amplification, in such conditions 
as will allow hybridization to occur where complimentary 
bases are present. ^ 

resulting products into contact with 
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anti-digoxygenine antibodies, such antibod^/es being 
coupled with an enzyme, capable of reacting with its 
substrate by releasing a colored product which can be 
detected if the antibodies should be bonded to PGR 



products, and then 



/ 



- the probe/PCR product reactive mixture into contact 
with the enzyme substrate, and the product so formed if 
any, can be detected. / 

11/ A method according to/ claim 9 or 10, 

10 characterized in that to detect new MLL-partner gene 
associations, total RNAs are sxibjected to ribozymes 
action before RT-PCR, then the amplification products 
are allowed to react first with aerobe corresponding to 
MLL exon 5 sequence on the 3 • end of the primer used, 

15 then with a second MLL genej^pecif ic probe located 
between the break points and ribozymes action site, and 
finally with known partner probes. 

12/ Application of the method according to any 
one of the claims 1 to 11, to'^^leukemia diagnostic. 

20 13/ Application of^ the method according to any 

one of the claims 1 to ll/ to solid tumor diagnostic, 
such as Ewing tumors • 

14/ Diagnostic /kits to implement the method 

according to any one of the claims 1 & 11, characterized 

/ 

25 in that such kits in^ude the necessary reagents to 

perform the PGR and detection test, and as the case may 

/ 

be, the reverse transcription and/or reaction with agents 
capable of inhibiting ^r cleaving the gene, such as PNA 
or ribozymes, such kits further including primers for the 
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foregoing various reactions and, advantageously, the 
suitable solvents or buffers. / 

15/ Kits according to claim 14/v characterized 
in that they include oligonucleotide probes to perform 
the hybridations at the detection step, ^uch probes being 
secured on a support such as a multiwdll plate, such as 
obtained by coupling a reagent on one iof their ends with 
a reagent on the plate, for example /by coupling biotin 
on their 5 ' end on streptavidine covering the bottom of a 
micro plate wells, or alternatively,/ such oligonucleotide 
probes are secured on a miniaturized support, or 
according to still mother alternative, the internal 
probes are fixed on strips. 
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